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論文内容の要旨

ヒト B細胞において抗原特異的な抗体産生細胞の選択および自己抗原反応クローンの排除にアポトーシスが関与す

ることが知られているo 抗原受容体および CD40を介するシグナルが、それらを制御するものと考えられている。

(目的)

抗原受容体を介するアポトーシス誘導のシグナル伝達系路に対する cyclicAMP ・ protein kinase A (PKA) シグ

ナル伝達系路の及ぼす影響を、 CD40を介するシグナル伝達系路と比較して検討した。

(方法ならびに成績)

ヒトの Burkitt リンパ腫細胞株である Ramos 細胞は，EB ウイルス陰性で germinal cen ter B 細胞としての性質を

保持しており、抗原受容体を介する刺激によりアポトーシスが誘導される。また、この抗原受容体を介するアポトー

シスは、 CD40のシグナルにより回避されることが知られている。本研究においては、主に Ramos 細胞を用い、一

部の実験でヒト扇桃B細胞を用いた。

N6,02-dibutyryladenosine3' , 5' -cyclic monophosphate (dbcAMP) の存在下で、 Ramos 細胞の抗原受容体を抗

IgM 抗体により架橋しアポトーシスを検討した。アポトーシスは、 propidium iodide 染色後にフローサイトメーター

で hypodiploid DNA を検出した。 dbcAMP は濃度依存性に抗 IgM 抗体によるアポトーシスを抑制した。同様に、

acenosme 誘導体である CGS21680は細胞内 cAMP 濃度を高めアポトーシスを抑制した。同様の結果を扇桃 B細胞に

おいても確認した。

次に細胞内 cAMP 上昇に伴う PKA 活性化のアポトーシス抑制への関与を検討した。 10μM の H89の存在下では

dbcAMP は抗 IgM 抗体によるアポトーシスを抑制できなかった。同濃度の H89は Ramos 細胞の viability に影響を

及ぼさなかった。 CD40を介するシグナルも抗原受容体を介するアポトーシスを抑制するが、その機序に

cAMP/PKA 系路が関与しているかを検討した。 Ramos 細胞を抗 CD40抗体 (G28-5) で種々の時間処理した後に細

胞内の cAMP 濃度および PKA 活性を測定した。有意な細胞内 cAMP 濃度の上昇および PKA 活性化は認められな

かった。また、 CD40によるアポトーシス抑制効果は、 H89の存在下で阻害されなかった。

次に抗原受容体を介するシグナルへの dbcAMP の影響を検討した。細胞内 Ca2+流入については、 Indo-1で細胞を

処理しフローサイトメトリー法で検討した。 Ras 、活性は32p-orthophospha te の存在下で培養した Ramos 細胞を、種々
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の処理後に融解し Ras を免疫沈降した後、 GTP および GDP を thin layer chromatography で展開し検討した。ま

た、 ERK 活性は ERK を免疫沈降し、 MBP を基質として kinase assay を施行した。抗原受容体刺激による Ca2

入、 Ra邸S 活性化および ERK 活性化は dbcAMP により影響されなかつた。さらに、 ERK 活性化がアポトーシス誘導

に必須かどうかを PD98059 (MEK の inhibitor) を用いて検討した。 50μM の PD98059存在下では抗 IgM 抗体に

よる ERK 活性化は約78%抑制されたが、同濃度の PD98059存在下でも Ramos 細胞のアポトーシスは抑制されなかっ

fこ。

次に CD40を介する JNK 活性化への cAMP の影響を Ramos 細胞で検討した。 JNK 活性は抗 JNK 抗体により免

疫沈降し、 GST-c-Jun を基質として kinase assay を施行した。 dbcAMP 存在下でも G28- 5 による JNK 活性化に

影響は認められず、 dbcAMP の単独処理によっても JNK の活性の影響は認められなかった。

次に cAMP によるアポトーシス抑制の機序について検討した。 CPP 3 2 (caspase3) 活性を methylcoumarin の

結合した基質 (DEVD) を用いて検討した。抗 IgM 抗体により Ramos 細胞を24時間処理することで CPP 3 2活性

は、無処理の細胞の約20倍になった。この CPP32活性化は dbcAMP の濃度依存性に抑制された。 G28- 5 でも CPP

32活性化は抑制された。

アポトーシスを制御する Bcl-2の発現を、種々の処理後に western blotting 法で検討した。抗 IgM 抗体存在下で

24時間処理することで Bcl-2蛋白の発現は無処理ある L 、は dbcAMP または G28- 5 単独処理に比べて増加した。これ

はアポトーシスを誘導するシグナルに対する防御反応と考えられた。抗 IgM 抗体に加えて dbcAMP あるいは G28-5

存在下では細胞質内 Bcl- 2 の発現は約 2-3 倍増加した。

(総括)

細胞内 cAMP 濃度が germinal center B 細胞のアポトーシスの制御に関係することが報告されている。 cAMP は

抗原受容体を介するシグナル伝達系路 (Ca2+、 Ras、 ERK) に影響を及ぼさず、 PKA を介して細胞質内 Bcl-2発現を

増強することでアポトーシス回避の機序に関与していた。 CD40を介するシグナルは cAMP/PKA シグナル系路と独

立して Bcl-2発現を増強した。抗原受容体を介する ERK 活性化はアポトーシス誘導に必須ではなかった。

論文審査の結果の要旨

リンパ節の二次ろ胞では、その部位により細胞内サイクリック AMP (cAMP) 濃度が異なり、特に germinal cenｭ

ter B 細胞では cAMP 濃度が高いことが知られているo 生理的に細胞内 cAMP 濃度の差がどのような意義を持って

いるかについては不明である。しかし、 B細胞の分化に応じて cAMP が必要であることが考えられる。この論文で

は、 germinal center B 細胞の特質を持つとされる Ramos 細胞の系を用いて、 cAMP のアポトーシスおよび抗原受

容体を介するシグナル伝達系路に対する影響を検討した。この Ramos 細胞の系では抗原受容体を介するシグナルに

よりアポトーシスが誘導され、 CD40のシグナル存在下ではこのアポトーシスが抑制されることが知られている。こ

れまでの報告では cAMP および細胞内 cAMP を上昇させる薬剤により B 細胞ではアポトーシスが誘導されること

が知られていたが、この系では逆に抗原受容体を介するアポトーシスが cAMP あるいはアデノシンにより抑制され

ることが明らかになった。この機序を解析していく過程で次のことが明らかになった。

• CD40を介するシグナル伝達系路も抗原受容体を介するアポトーシスを抑制するが、 CD40を介するシグナルでは細

胞内 cAMP の上昇および PKA の活性化とは独立した系路で Bcl- 2 の発現増強を示した。

• cAMP は抗原受容体を介するシグナル伝達系路 (Ca、 Ras、 ERK) に影響を及ぼさず、 PKA を介して細胞質内 B

cl-2発現を増強することでアポトーシス回避の機序に関与していた。

・抗原受容体を介する ERK 活性化はアポトーシス誘導に必須ではなかった。

cAMP は種々のシグナル伝達系路に影響を与えるが、この系では抗原受容体を介する Raf 活性を抑制した。今後

は Raf が抗原受容体を介するアポトーシス誘導シグナルにどのように関与しているかを検討する必要がある。また、

抗原受容体からのシグナルにより Ramos 細胞質内の Bcl-2発現が認められ、 cAMP、 CD40の存在下ではその Bcl-2

の発現の増強がアポトーシスを抑制するメカニズムに関与していることが考えられた。この結果はアポトーシス誘導
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するタンパク質である Bad や Bax の発現と比較して考えないといけないが、 cAMP および CD40を介する上流のシ

グナルは異なっても、最終的には共通のメカニズムを利用してアポトーシスを抑制していることを明らかにした点は

興味深い。以上のような新知見を明らかにしたこの論文は、学位論文に値するものと考えるo
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